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摘要 
背景：脑胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，其预后差，治疗效果不佳，患者平均
生存期短一直是世界性难题。近年来，随着现代医学和分子生物学的发展，基因
治疗广受医学界的关注。RNA 干扰（RNAi）是目前极具前景的脑胶质瘤基因治
疗手段之一。脑胶质瘤基因治疗的关键因素之一在于基因载体系统。理想的基因
载体系统，应具有能够穿透血脑屏障的能力、较高的基因转染效率、良好的胶质
瘤细胞靶向性和生物相容性以及较高的稳定性和安全性等优点。本课题以明胶硅
氧烷纳米粒子（GS NPs）修饰上亲水性聚乙二醇（PEG），再修饰上具有高特异
性靶向脑胶质瘤细胞的适配体（TTA1）以及具有强效穿膜能力的穿膜肽（Tat），
设计成一种新型的基因载体——TTA1-Tat-PEG-GS NPs，结合上作用于表皮生长
因子受体（EGFR）的小干扰 RNA（siRNA）转染鼠胶质瘤 C6 细胞，探讨其干
扰 C6 细胞 EGFR 表达的效果。为脑胶质瘤基因治疗的进一步研究提供理论依据。 
方法：1.根据鼠 EGFR 的 mRNA 序列设计合成 siRNA-EGFR 以及阴性对照 
siRNA-scr（无意义序列）。2.TTA1-Tat-PEG-GS NPs 载体通过静电作用结合 
siRNA。实验分 4 组，Control 组，TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-Scr 组，
TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-EGFR 组及 X-tremeGENE/siRNA-EGFR 组。除 
Control 组外，其余三组均在体外对 C6 细胞进行转染。3.利用 Real-Time PCR、
Western blot 分别检测细胞 EGFR mRNA 及蛋白表达情况；CCK-8 法检测细胞增
殖情况；流式细胞仪分析细胞凋亡情况。  
结 果 ： 1. 与 Control 组 及  TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-Scr 组 相 比 ，
TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-EGFR 组在体外细胞水平上能有效抑制 C6 细胞 
EGFR mRNA 及蛋白的表达，同时抑制 C6 细胞的增殖并促进其凋亡。2.与 
X-tremeGene/siRNA-EGFR 组相比，TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-EGFR 组在下
调 C6 细胞 EGFR mRNA 及蛋白的表达水平、抑制细胞增殖及促进细胞凋亡方面
无明显差异。 
结论：TTA1-Tat-PEG-GS NPs 有可能成为一种独特高效的新型基因治疗载体， 
在胶质瘤的基因治疗中具有应用潜力。 
关键词：胶质瘤；纳米粒子；RNA 干扰；基因治疗 
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Abstract 
Background: Brain glioma is the most common malignant tumors in the brain. The 
poor prognosis, poor treatment effect, short median survival hanve been a world wide 
problem. In recent years, with the development of modern medicine and molecular 
biology, gene therapy is widely concerned by the medical profession. RNA 
interference (RNAi) is one of the most promising methods for gene therapy of 
gliomas. Gene vector system is one of the key factors for the gene therapy of brain 
glioma. The ideal gene delivery system with should be with the ability of penetrating 
blood brain barrier, high gene transfection efficiency,  biological compatibility and 
high stability, security advantages and so on. In this research, we made gelatin 
siloxane nanoparticles modifiy with hydrophilic poly (ethylene glycol),aptamers with 
high specificity of the target of glioma cells and penetrating peptides with a potent 
transmembrane ability of cell, to be a novel gene vector, TTA1-Tat-PEG-GS NPs. The 
TTA1-Tat-PEG-GS NPs combining with small interfering RNA of the epidermal 
growth factor receptor transfected the Rat glioma C6 cells to investigate the effect of 
C6 on the expression of EGFR cells. To provide the theoretical basis for further 
research of gene therapy for brain glioma. 
Methods: 1.The siRNA-EGFR and a no specific sequences(siRNA-Scr) were 
designed and synthesized according to the EGFR mRNA sequence of rat. 
2.TTA1-Tat-PEG-GS NPs bound to siRNA via electrostatic interaction. The 
composites of experiment blank control group, TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-Scr 
group, TTA1- Tat-PEG-GS NPs/siRNA-EGFR group and 
X-tremeGENE/siRNA-EGFR group. C6 cells were transfected  in all groups except 
those in the blank control group. 3. Real-Time PCR and Western Blot were used to 
detect EGFR mRNA and protein levels, respectively． The proliferation and apoptosis 
were detected  with CCK-8 and flow cytometry, respectively. 
Results: 1. Compared with control group and TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-Scr 
group, TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-EGFR group resulted in better suppression of 
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EGFR expression, a more significantly change in the ratio of apoptosis and obviously 
inhibitory effect on the proliferation capacity of C6 cells in vitro. 2. There was no 
obvious difference between the results in the TTA1-Tat-PEG-GS NPs/siRNA-EGFR 
group and those of the X-tremeGENE/siRNA-EGFR group. 
Conclusion: TTA1-Tat-PEG-GS NPs may be a novel gene carrier and provide the 
theoretical foundation to the further research of glioma gene therapy. 
Keywords: glioma；nanoparticles；RNAi；gene therapy 
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第一章 前言 
1. 1脑胶质瘤 
脑胶质瘤最常见的原发性颅脑肿瘤，年发病率约为3-8人/10万人口，其预后
差，治疗效果不佳，患者平均生存期短一直是世界性难题【1,2】。研究表明，脑胶
质瘤的发病率正呈现逐年上升的趋势，其与先天的遗传高危因素和环境的致癌因
素密切相关。在其发生与进展中，往往伴随一系列基因的突变及表达模式的改变；
此外，体内复杂的调控网络及庞大的分子机制又在不同层面影响着脑胶质瘤的进
程，从而在多因素、多步骤共同作用下不断产生恶性后果。 
脑胶质瘤系浸润性生长物，它和正常脑组织没有明显界限，难以完全切除，
对放疗化疗不甚敏感，非常容易复发，然而一般化学药物和一般抗肿瘤的中药，
因血脑屏障等因素的影响，疗效也不理想【3】。即使在显微神经外科技术、放化
疗水平不断发展提高的今天，脑胶质瘤仍是肿瘤疾病中预后最差的肿瘤之一。因
此，寻求有效地途径治疗脑胶质瘤无疑是医学领域的当务之急，同时也是脑胶质
瘤研究的热点领域。 
随着研究的不断深入及生物技术的不断更新进步，分子生物学和基因工程技
术使我们认识到，肿瘤是正常细胞内基因组多重改变所产生的。从分子遗传学的
角度来看，肿瘤可被看作一类基因疾病，是由某些或某一类基因损伤使体细胞发
生突变的结果，外界的环境等致癌因素只是诱因，基因改变才是根本原因，从癌
变机理中说明脑胶质瘤与其他肿瘤一样，它的产生是在原癌基因的激活和抑癌基
因的失活、系列基因表达异常及调控机制失控等情况下共同作用的结果【4】。这
是一大飞跃，使得我们对肿瘤的研究从临床现象转移到更加微观、更加精确的研
究体系上，让我们从本质上更加清晰的认识到基因表达及调控所蕴含的巨大能量。
这不仅极大的促进了脑胶质瘤相关基因的研究，也为脑胶质瘤的治疗寻求到一条
新的途径，为脑胶质瘤的预后带来新的希望。 
1.2 RNA干扰与肿瘤基因治疗 
随着现代医学和分子生物学的研究的不断发展，肿瘤的基因治疗（gene 
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therapy）开始成为医学研究领域的一大热点。基因治疗是将有治疗作用的外源基
因导入靶细胞，以纠正或补偿基因缺陷或异常引起的疾病，以达到治疗疾病目的
一种方法，其中利用 RNA 干扰（RNA interference,RNAi）机理特异性地降解相
应序列的 mRNA，从而特异性地阻断靶基因的表达，在近来对于肿瘤的治疗研
究中成为热点之一【5】。 
 RNAi 是指利用内源性或外源性双链 RNA（double-strand RNA,dsRNA）介导
的细胞内 mRNA 发生特异性降解，从而干扰靶基因的表达，产生相应的功能表
型缺失【6】。这一现象属于 RNA 水平调节基因表达的一种方式。RNA 干扰可导致
转录后基因沉默，使靶基因表达降低甚至“剔除”。RNAi 的发生机制已达成初
步共识，即外源性（如病毒）或内源性的 dsRNA 在细胞内与一种 RNA 酶 III
（RNAase III endonuclease-Dicer）结合，随即被切割成 21-23nt 的带有 3’端单
链尾巴及磷酸化的 5’的短链 dsRNA，是 RNAi 的起始诱导物，即 siRNA（Small 
interfering RNA）【7】。随后 siRNA 与 Dicer 形成 RNA 引导沉默的复合体（RNA 
induces silencing comple，RISC）。siRNA 作为引导序列，按照碱基互补原则识
别靶基因转录出的 mRNA，并引导 RISC 结合 mRNA。随后 siRNA 与 mRNA 在
复合体中换位，核酸酶 Dicer 将 mRNA 切割成 21-23nt 的片段，特异性地抑制靶
基因的表达，造成基因沉默。而新产生的 dsRNA 片段可再次形成 RISC，继续降
解 mRNA，从而产生级联放大效应【8】。 RNAi 具有高效、高特异性、高稳定性、
浓度依赖性等特点。因此，每个细胞只需几个 siRNA 分子就能引起强烈的 RNAi
效应【9,10,11】。RNAi 技术在基因治疗研究中的应用日趋广泛。近年来，利用该技
术对脑胶质瘤的治疗研究显示了良好的前景。RNAi 技术与基因替代、细胞因子
基因治疗等传统基因治疗方法相比有着明显的优势。RNAi 具有特异性高毒性小
的特点，目前被广泛应用于肿瘤基因治疗的实验研究中。最新的实验结果表明，
RNAi 技术不仅可在体外实验中抑制肿瘤细胞的生长侵袭及转移，在体内抑制动
物模型的肿瘤生长也取得了较为理想的效果。因此，将 RNAi 技术用在肿瘤的基
因治疗上有着光明的前景。此外，肿瘤是多基因、多因素相关联的疾病，仅仅抑
制单个癌基因很难有理想的治疗效果。而 RNAi 技术可同时抑制多个不同的癌基
因，且相互之间互不干扰，这将大大增强干扰治疗的效果。目前 RNAi 治疗肿瘤
的策略主要从沉默癌基因、促进癌细胞凋亡、调控细胞周期、抗血管生成、结合
传统放疗和化疗等方面进行基因治疗【12】。有不少学者将 RNAi 引入到脑胶质瘤
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的基因治疗中就行探索研究并已取得了较为理想的效果【13】。 
基于以上理论，基因治疗技术攻克肿瘤成为一种可能，然而将基因导入靶细
胞不仅需要克服细胞膜、溶酶体、细胞核膜或线粒体膜等细胞屏障，还需避免细
胞内核酸酶的降解。因此，寻求到合适的递送基因分子的载体系统成为基因治疗
中的关键技术，这也是基因治疗成败的关键因素之一。 
1.3 EGFR基因与脑胶质瘤 
研究证实，EGFR 过表达或异常表达于许多实体肿瘤之中，它与肿瘤细胞的
增殖、血管形成、侵袭性、转移性以及凋亡的抑制密切相关【14】。一些可能的机
制如下：EGFR 的过表达能够引起下游信号传导性增加；EGFR 变异受体或配体过
表达可导致 EGFR 的不断活化；自分泌环作用增加；受体下调机制被破坏；异常
信号传导通路被激活等。EGFR 高表达或异常表达在许多恶性肿瘤的进展中起着
决定性作用，结直肠癌、肺癌、卵巢癌、鼻咽癌、乳腺癌等组织标本中都检测到
EGFR 的高表达或异常表达【15】。脑胶质细胞瘤基因水平的研究证实，EGFR 的过表
达或异常表达与其基因的扩增相关，另外，EGFR 表达水平的调节异常也可能存
在于蛋白于翻译及翻译后的过程中。恶性在肿瘤中的 EGFR 高表达或异常表达有
时也与活化之后降解下降相关。有研究证实原癌基因 c-Src 经过抑制受体泛素化
以及内吞作用而提高 EGFR 表达量。突变型 EGFR 在肿瘤发生与发展过程中的作
用也不可忽视，EGFR 突变型已在多种肿瘤中被检测发现【16】。其作用机制可能包
括以下几点：EGFR 基因自身结构缺失、突变以及重排，可导致突变体的形成，
其可引起相应受体下调机制的改变、激活异常信号的传导通路、减少的细胞凋亡
等。EGFR 的配体可通过自分泌形式激活 EGFR，从增强肿瘤细胞的增殖能力，他
们的共表达往往预示肿瘤预后不良。 
Wang 等【17】认为，EGFR 在恶性脑胶质瘤细胞中常出现扩增、突变以及过表
达。因此，应用 RNAi 降低脑胶质瘤细胞 EGFR 的表达，有望成为一个重要的治
疗靶点。Saydam 等【18】针对 EGFR mRNA 的不同位点设计以病毒为载体的介导的
RNAi，在人脑胶质瘤体内外实验中均明显抑制 EGFR 的表达，并且最终抑制脑胶
质瘤细胞的生长。Han 等【19】设计的将聚酰胺及 Tat 多肽连接到细菌磁纳米粒子上
形成复合物，该复合物能够高效靶向脑肿瘤。用其包载 siRNA 表达质粒进行皮下
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多点注射胶质瘤 U251 细胞系荷瘤鼠。其结果表明 EGFR 表达明显下降，说明具
有 EGFR靶向性的纳米粒子复合 siRNA质粒可明显抑制肿瘤生长。以上研究证实，
以 RNAi 技术抑制脑胶质瘤细胞 EGFR 的表达，在基因水平抑制脑胶质瘤细胞的
发生发展，从而为脑胶质瘤的基因治疗寻求到一种合适的途径。  
1.4基因载体系统 
    基因治疗的关键在于基因载体系统。理想的靶向脑胶质瘤的基因载体系统，
应具有穿透血脑屏障的能力、较高的基因转染率、良好的脑胶质瘤细胞靶向性和
生物相容性以及较高的稳定性和安全性。目前，广泛使用的基因载体系统可分为
病毒与非病毒基因载体系统。 
1.4.1病毒载体 
病毒载体（viral vectors）是目前基因治疗研究中最常用载体，并已部分应用
于临床实验。常用的病毒载体包括反转录病毒（ retrovirus,RT）、腺病毒
（adenovirus,Ad）、慢病毒（Lentivirus）及单纯疱疹病毒（herpes simplex virus,HSV）
等。病毒具有传送其基因组进入其他细胞的能力，并进行感染的分子机制，这个
过程可发生于完整的活体或是细胞培养中，因此病毒载体可以将外源性基因带入
细胞【20】。病毒基因组可分为编码区和非编码区。编码区基因产生病毒的结构蛋
白和非结构蛋白；非编码区中含有病毒进行复制和包装等功能所必需的顺式作用
原件，基因重组技术的发展使病毒载体的产生成为可能。病毒载体的构建就是将
致病性基因敲除，再将适当长度的外源性基因插入病毒基因组的非编码区，同时
保留编码区中能够与宿主细胞结合以及能够导入胞核等功能所必须的基因【21】。
研究发现，病毒载体转染效率普遍较高，其主要原因在于病毒载体能够很好的包
封和保护目的基因进入靶细胞，并且能够从溶酶体中顺利逃逸，并通过微管运输
进入胞核进行目的基因的表达【22】。因此，在基因治疗的研究中，病毒载体被广
泛的应用。然而，病毒载体在使用的安全性方面仍没有得到完全保证。除此以外，
病毒载体还存在诸如致癌性【23】、免疫源性【24】等缺点，极大的限制了病毒载体的
临床应用，这也是病毒载体在很大程度上依旧停留在基础研究阶段的主要原因之
一【25】。 
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1.4.2 非病毒载体 
随着生物医学以及生物材料学的发展，非病毒载体的研究成为一大热点。相
比较于病毒载体，它具有无传染性、低毒、低免疫反应、使用简单、化学结构可
控、易于大量制备等优点【26,27】。目前常用的非病毒载体主要由：脂质体或脂类复
合物、阳离子多聚物、壳聚糖载体聚合物、无机纳米粒子载体等。然而，非病毒
载体转染效率低成为非病毒载体的主要缺点，此外目的基因只能实现瞬间表达，
其运送系统体积较大，不易透过细胞膜等成为其不足之处【28】。非病毒载体基因
转染效率低，主要是因为很难克服细胞膜、内涵体-溶酶体系统、核膜这三道屏
障。要有效解决这个问题，首先要使载体能跨越细胞膜即增强靶细胞对载体的摄
取；其次要保护目的基因不被内涵体溶酶体系统分解破坏，并能其有效的释放基
因；最后，载体需要能够有效的跨越核膜【29,30】。 
1）提高跨细胞膜的能力 
a）连接靶向配体：在载体上连接上靶向能与靶细胞表面受体特异性结合的
配体，加强载体的靶向性，从而加强靶细胞对载体的摄取。 
b）载体结构的修饰：载体是运送基因到达靶细胞的工具，通过对载体结构
的修饰可以提高其溶解性，降低表面的电荷排斥，增加与细胞膜的亲和性。 
c）赋予载体“隐形”的特性：非病毒载体的粒径通常较大，进入体循环后
容易被单核细胞吞噬系统 (Mononuclear cell phagocytic system,MPS) 所吞噬，并
在网状内皮系统（Reticulo-endothelial system,RES） 中聚集，这极大影响其体内
转染效率。目前发展的隐形纳米粒能有效的避免上述问题，这种隐形作用主要取
决于纳米粒大小，粒半径控制在 100nm 以下时可减少体内 MPS 的吞噬作用，增
加其体内循环时间，更有效地向靶细胞转运。 
2）增加载体基因复合物从内涵体溶酶体系统中释放 
a）加入溶酶体酶倾向剂：在转染时加入溶酶体酶倾向剂，如氯喹。 
b）修饰缓冲材料：在原载体复合物上再修饰另一种缓冲材料，形成新的复
合物，缓冲溶酶体中的酸性环境，提高转染效率。 
3）提高载体的跨核膜转运能力 
载体能否目将基因有效地送入细胞核直接影响到基因的转染效率。非病毒载
体转染率低，主要在于目的基因难以有效的进入到细胞核中，大量目的基因在胞
质中降解。核定位信号（nuclear localization signal，NLS）能有效的介导蛋白或
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者核酸的跨核膜转运，载体经 NLS 修饰后，可加强基因跨核膜转运。 
尽管非病毒载体由于其自身特点还存在一些不足，但随着生物材料学的不断
发展，其优越性正逐体现出来，使其有望成为理想的基因载体而应用于基础实验
及临床治疗研究。 
1.5 本课题的研究背景和研究内容 
     用于治疗脑胶质瘤的理想的非病毒基因载体，应能够穿透血脑屏障、实现
高效基因转染，对脑胶质瘤具有良好的靶向性，并且生物相容性、稳定性及安全
性均较高【31】。然而，目前能同时具备跨血脑屏障及高效基因转染能力的非病毒
基因载体系统仍不多见【32】。 
GS NPs 是一种新颖的纳米粒子复合物，其具有良好的生物相容性及降解性，
同时还具有粒子表明易修饰、合成操作简单及重复性好等优点，是一种良好的非
病毒基因载体材料【33,34】。Kushibiki 等人研究发现阳离子化的明胶可以携带基因在
体内表达【35】。此外，有研究证实阳离子明胶可以递送 siRNA，并对细胞内靶基因
进行干扰沉默。亲水性的 PEG 可有助于纳米粒子逃逸内皮网状吞噬系统的消除，
延长纳米粒在体内的循环时间，并可通过 ERP 效应（选择性高通透性和滞留性）
在肿瘤组织中蓄积【35,37】。TTA1 是一种短链寡核苷酸，它具有低分子量、无免疫
原性、高亲和力高以及高特异性强等特点，在基础与临床研究中应用广泛。肌腱
蛋白 C（TN-C）是一种由星形细胞合成并且分泌的细胞外基质蛋白，其在恶性脑
胶质瘤细胞中高度表达。从胶质瘤细胞中得到的适配体  TTA1 （ 5 ’
-CCTGCACTTGGCTTGGATTTCAGAAGGGAGACCC-3 ’）可靶向肌腱蛋白 C（TN-C）， 
因此对脑胶质瘤细胞具有较强的亲和力【38】。Tat 是一种带正电荷的短肽,可以帮助
粒径较大的分子穿过胞膜进入细胞【39】。多种研究证实，与 Tat 融合的许多物质能
够穿过细胞膜并且维持其原有特性发挥相应的生物学功能。 
基于以上相关理论及研究发现，我们期待设计出一种新型载体，使其具有
低毒性、高生物相容性、高靶向性、强穿膜能力以及运载基因转染效率高等特点。
本文以一种新型纳米粒子 GS NPs 作为基因载体骨架，修饰上可显著延长循环时
间的亲水性 PEG，并可通过 ERP 效应在肿瘤组织中蓄积；再修饰上具有高特异型
靶向脑胶质瘤细胞的寡核苷酸适配体 TTA1 和具有强效穿透细胞膜能力的 Tat。设
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